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Abstract of DE19836110 

A unit (4) mixes at the interface between biosensor and liquid under investigation. An Independent claim 
is included for the method employing the sensor. The fluid is first mixed and after a set interval, the 
measurement is carried out. Preferred features: The mixer is sonic, sound waves introduced causing 
mixing at the interface with the sensor surface (2). It is ultrasonic. Coupling produces sound waves 
parallel with or transverse to the surface. The sound waves are introduced via an optical element of a 
sensor, preferably a surface plasmon (cytoplasmic material) resonance sensor. The element is a prism. A 
tip introduces the sound waves, especially a pipette tip. Alternatively a loudspeaker is used. The unit is 
located close to the sensor surface. In the method, the fluid is mixed by the apparatus described, by 
stirring, by suction and ejection using a pipette tip or by use of micro- or macro flow systems. 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



http://v3 .espacenet.com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=DE 1983611 0&F=0 



1/20/2006 



© BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




© Off enlegungsschrift 
© DE 19836110 A 1 



® Int.CI. 7 : 

G 01 N 21/41 



DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® Aktenzeichen: 
® Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



198 36 110.6 
10. 8.1998 
24. 2.2000 



< 
O 



(0 
CO 

00 
O) 

HI 

Q 



@ Anmelder: 


@ Erfinder: 


BioTul/Bio Instruments GmbH, 80339 Munchen, DE 


Brink, Gunnar, Dr., 80339 Munchen, DE; Tittel, 


Jakob, Dr., 81667 Munchen, DE; Liepsch, Dieter, Dr., 


® Vertreter: 


82340 Feldafing, DE 


Vossius & Partner, 81675 Munchen 


@ Entgegenhaltungen: 




US 55 29 753 




US 47 20 374 




EP 07 81 987 A2 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Vorrichtung und Verfahren zur grenzflachennahen Mischung von Proben in Biosensorsystemen 

(57) Durch die Erfindung wird eine Vorrichtung und ein Ver- 
fahren zum grenzflachennahen Mischen von Flussigkei- 
ten in einem Biosensor bereitgestellt. Dieses Durch mi- 
schen erfolgt mittels Einbringung von Schall bzw. Ultra- 
schall oder akustischen Oberflachenwellen. 
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1 

Beschreibung 



Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur 
grenzflachennahen Mischung von Proben in Biosensorsy- 
stemen, insbesondere von Sensorsystemen, die Oberfla- 
chenbindungsreaktionen als sensorische Reaktion verwen- 
den. Insbesondere betrifft die Erfindung eine Vorrichtung 
und ein Verfahren zur Durchmischung von Substanzen in ei- 
nem Biosensor, vorzugsweise in einem Oberflachenplasmo- 
nenresonanzsensor. 

Es sind verschiedene Verfahren bekannt, eine Flussigkeit 
in einem optischen Biosensor an der optischen MeBoberfla- 
che anzukoppeln. Ein erstes Verfahren betrifft ein Kuvetten- 
system, in dem eine Kammer oder ein Topf verwendet wird, 
bei dem eine Seitenwand oder der Boden die Sensoroberfla- 
che bildet. Ein zweites Verfahren betrifft ein FluBsystem, bei 
dem uber FluBkanale die Flussigkeit an der MeBoberflache 
vorbeigepumpt wird. Dabei wird haufig ein Flow-Injection- 
Analysis- Verfahren verwendet und die Flussigkeit wird hau- 
fig in einer Flussigkeitsschleife uber die MeBoberflache ge- 
fiihrt. Das hiervon bevorzugte System ist das Kiivettensy- 
stem, die Erfindung findet aber auch Anwendung bei einem 
FluBsystem. 

Ein drittes Verfahren verwendet einen faseroptischen 
Sensor (wie beispielsweise in der DE-A-40 33 741 gezeigt), 
bei dem eine Glasfaser oder ein anderes optisches Element 
in den Flussigkeitsstrom oder in die stehende Flussigkeit 
eingetaucht wird. 

Optische Biosensoren beruhen in der Re gel darauf, daB 
Partikel (Molekiile, Bakterien, Viren, usw.) uber eine Li- 
gand-Rezeptor-Wechselwirkung an die optische MeBober- 
flache gebunden werden, wodurch sich unter anderem die 
optische Schichtdicke eines dunnen Filmes auf der MeB- 
oberflache verandert. Diese Veranderung wird uber ein opti- 
sches Verfahren nachgewiesen. Das optische Signal ist ein 
MaB fur die Bindungsstarke oder die Konzentration der bin- 
denden Partner. Die Bindung wird in der Nahe der Oberfla- 
che durch die zur Verfugung stehende Konzentration an bin- 
den den Molekulen bestirnmt. Haben sich aufgrund vorange- 
gangener Bindungsereignisse Molekiile oder groBere Parti- 
kel aus der Flussigkeit bereits an die Oberflache gebunden, 
tritt lokal in unmittelbarer Nahe der Oberflache (bis 
1-10 um) eine Verarmung (depletion) oder ein Konzentrati- 
onsgefalle auf, welches die weitere Messung verfalscht. Ins- 
besondere wenn kinetische Phanomene gemessen werden 
sollen, werden also haufig nicht Reaktionsgeschwindigkei- 
ten, sondern die Diffusion gemessen. Beim gewohnlichen 
Mischen mit z. B. Riihren liegt in der Nahe der Oberflache 
in der Regel ein laminarer Flussigkeitsstrom vor und auf- 
grund von Newton-Reibung findet an der Sensoroberflache 
keine ausreichende Durchmischung mit ubrigem MeBvolu- 
men statt. Bei MeB vorrichtungen mit FluBkammern kann 
dieses Problem dadurch gelost werden, daB Flussigkeits- 
strome mit unterschiedlicher Geschwindigkeit uber die 
Oberflache gefuhrt werden und aus den erhaltenen Daten 
extrapoliert wird, welche Bindungskinetiken auftraten, falls 
ein beliebiger Austausch d. h. optimale Durchmischung mit 
der MeBflussigkeit erfolgen wurde. 

In der Regel betragt die Diffusionsgeschwindigkeit im 
Volumen weniger als 1 um/sec. Wenn das Oberflachensignal 
mit einer Taktfrequenz von etwa 1 bis 10 Hz gemessen wird, 
ist davon auszugehen, daB ein Raum von mehreren um Hohe 
uber der MeBoberflache moglichst gut in eine Flussigkeits- 
stromverbindung mit dem Restdes Volurnens gebracht wer- 
den muB, um korrekte MeBwerte zu erhalten. 

Demgegenuber liegt der Erfindung die Aufgabe zu- 
grunde, verbesserte MeBvorrichtungen und MeBverfahren 
bereitzustellen. Diese Aufgabe wird mit den Merkmalen der 



Anspriiche gelost. 

Bei der Losung geht die Erfindung von dem Grundgedan- 
ken aus, einen Flussigkeitsaustausch bzw. eine Durchmi- 
schung der Flussigkeit in unmittelbarer Nahe der Oberflache 
5 (d. h. wenige pm) zu erzeugen. 

In einer ersten Ausfuhrungsform wird dazu Schall, insbe- 
sondere Ultraschall zur Durchmischung in die Flussigkeit 
eingebracht. 

Der Schall, insbesondere der Ultraschall, kann dabei auf 

10 verschiedene Arten in die Flussigkeit eingekoppelt werden. 
Als Schallquelle kann ein Schwingquarz oder ein anderes 
piezoelektrisches Element vorgesehen sein. Beispielsweise 
werden die Schall- bzw. Ultraschallwellen vorzugsweise di- 
rekt an die Sensoroberflache iibertragen. Dabei wird eine 

15 schallleitende Verbindung zwischen dem Sensor und der 
Schallquelle bereitgestellt. Vorzugsweise wird uber ein opti- 
sches Element, wie etwa ein Prisma, oder ein anderes zur 
Messung verwendetes optisches Element in dem Sensor der 
Schall eingekoppelt. Diese Schwingungen werden uber das 

20 optische Element in die Flussigkeit iibertragen und sorgen 
dort an der Oberflache des Sensors fur eine lokale Durchmi- 
schung. Dabei kann die Schallquelle direkt an dem Prisma 
bzw. direkt an der Sensoroberflache angeordnet werden. 
Vorzugsweise sind die Schwingungen in der Flussigkeit 

25 parallel und/oder senkrecht zur Flachennormalen der Sen- 
sorflache ausgerichtet. 

Eine andere Moglichkeit besteht darin, einen Ruhrfinger 
in die Flussigkeit einzubringen, der durch einen Schwing- 
quarz oder ein anderes piezoelektrisches Element bewegt 

30 wird. Auf beide Arten werden in der Flussigkeit transversale 
oder longitudinale Schwingungen induziert (bzw. eine 
Kombination daraus), die fur eine Durchmischung der Flus- 
sigkeit auch unmittelbar an der Sensoroberflache sorgen. 
Vorzugsweise wird das System von kleinen Fliissigkeitswel- 

35 len durchlaufen, die fur die Durchmischung der Flussigkeit 
sorgen. 

Bei der zweiten beschriebenen Moglichkeit wird bevor- 
zugt die Pipettenspitze, die zum Pipettieren verwendet wird, 
zum Ubertragen der Schallwellen eingesetzt. 

40 Es ist jedoch zu beriicksichtigen, daB mechanooptische 
und akustooptische Effekte auftreten konnen, welche die 
Durchmischung und die Messung beeinflussen. Schall ist 
beispielsweise geeignet, Oberflachenplasmonen zu modifi- 
zieren. Deshalb wird bevorzugt, das Riihren mit Schall bzw. 

45 Ultraschall nur abwechselnd mit der optischen Messung 
durchzufuhren. Dabei wird beispielsweise alle 0,1 sec fol- 
gende MeBfolge durchgefuhrt: Ultraschallsignal auf die 
MeBflussigkeit einwirken lassen, dieses beenden und an- 
schlieBend nach einer Pause eine optische Messung durch- 

50 fuhren. Danach findet eine erneute Beschallung mit Ultra- 
schall statt. Beispielsweise kann der Zeitverlauf der Mes- 
sungen folgendermaBen sein: ca. 12 msec fur die Aufnahme 
der Messung, ca. 10 bis 20 msec Einbringen von Ultraschall 
und eine Pause von bis zu 100 msec. Aus der Summe von 

55 Mischzeit, Pause und MeBzeit ergibt sich dadurch eine MeB- 
frequenz von beispielsweise 10 Hz. 

Bei der Wahl der geeigneten Frequenz und Intensitat des 
angewandten Ultraschalls sind verschiedene Faktoren zu be- 
riicksichtigen. Einerseits ist eine hohe Intensitat fur eine 

60 gute Durchmischung erforderlich, andererseits werden bei 
zu hohen Intensitaten Mikrokavitaten im Wasser gebildet, in 
denen zum einen Radikale gebildet werden konnen und die 
zum anderen auch Polymerketten mechanisch zerreiBen 
konnen. Je hoher die Frequenz des Schalls ist, desto kleiner 

65 die Mikrokavitaten und desto starker die Bildung von Radi- 
kalen. Sowohl die Radikale als auch die Mikrokavitaten 
stellen eine Gefahr fur die Polymerketten des erfindungsge- 
mafien Sensors als auch fur die biologischen Molekiile dar. 
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Bevorzugt ist deshalb ein Frequenzbereich von 1 bis 
300 kHz, vorzugsweise 30 kHz. Bei dieser Frequenz haben 
die Mikrokavitaten einen Durchmesser von ca. 170 um, was 
mil einem einfachen optischen Mikroskop gut zu beobach- 
ten ist. Sobald Mikrokavitaten sichtbar sind, ist die einge- 
stellte Intensitat zu hoch. Die eingekoppelten Leistungen 
Liegen im Bereich von 0,1 bis 10 W, vorzugsweise 0,5 bis 5 
W, am meisten bevorzugt 1 bis 2 W. 

Zusatzlich zu der Durchmischung mittels Ultraschall 
kann gleichzeitig eine makroskopische Vermischung dafur 
sorgen, daB Flussigkeit aus dem Gesamtvolumen in die Ver- 
arrnungszone an der Sensoroberflache transporliert wird. 
Bevorzugt ist dabei eine Kombination zweier Verfahren. 
Dabei gibt es mehrere Moglichkeiten. Ein herkonimliches 
Mikro- oder MakrofluBsystem kann mit einer Schail- bzw. 
Ultraschalldurchmischung kombiniert werden. Ferner ist es 
moglich, ein klassisches Riihren mit einer schallinduzierten 
Durchmischung zu kombinieren. Ferner kann eine Durch- 
mischung durch Ansaugen und AusstoBen von Flussigkeit 
mittels einer Spitze mit einer Ultraschalldurchmischung 
kombiniert werden. 

Wie bereits erwahnt, wird in einer Ausfuhrungsform zum 
Durchmischen ein Ruhrfinger verwendet. Dieser kann in 
seiner Spitze durch eine handelsubliche Wegwcrfspitze aus 
Kunststoff gebildet werden. Diese Spitze kann verwendet 
werden, um: 

1. Flussigkeit in die FlussigkeitsmeBzelle zu transpor- 
tieren, 

2. die Flussigkeit durch Aufsaugen und AusstoBen von 
Flussigkeit zu vermischen und 

* 3. durch eine mit Piezoelementen verursachte Zitter- 
bewegung eine Durchmischung im Mikrometerbereich 
zu erzeugen. 

Ein und dieselbe Spitze dient dabei also als Transportge- 
faB, als Ruhrfinger, wie auch zum Ansaugen und AusstoBen 
von Flussigkeit. Die Spitze kann in der x-y-Ebene und/oder 
in der z-Richtung bewegt werden. 

Eine andere erfindungsgemaBe Ausfuhrungsform ver- 
wendet akustische Oberflachenwellen (SAW) zum Durch- 
mischen. Akustische Oberflachenwellen konnen bei piezo- 
elektrischen Materialien durch Anlegen von Wechselspan- 
nungen iiber z. B. kammartig ausgeformte, ineinandergrei- 
fende Elektroden erzeugt werden. Die akustischen Oberfla- 
chenwellen fuhren zu einer Auslenkung der Oberflache in 
der Ebene der Oberflache, wodurch eine Bewegung relativ 
zu der dariiber befindlichen Flussigkeit erzeugt wird und da- 
durch eine oberflachennahe Mischung erfolgt. 

Die Erfindung wird nachstehend mit bezug auf die Zeich- 
nungen naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine erste erfindungsgemaBe Ausfuhrungsform, bei 
der die Schail wellen iiber ein Piezoelement oder einen Ak- 
tor auf das Substrat iibertragen werden; 

Fig. 2 eine zweite erfindungsgemaBe Ausfuhrungsform, 
bei der zum Durchmischen ein Ruhrfinger verwendet wird; 
und 

Fig. 3 eine dritte erfindungsgemaBe Ausfuhrungsform, 
bei der akustische Oberflachenwellen zum Durchmischen 
verwendet werden. 

Die MeBvorrichtung nach Fig. 1 weist ein Substrat 1 mit 
einer Sensoroberflache 2 auf. Diese Sensoroberflache ist be- 
vorzugt eine Goldoberflache. Die Sensoroberflache 2 ist so 
angeordnet, daB sie sich zwischen dem Substrat 1 und einer 
Kuvette 3 befindet. Diese Kuvette 3 ist mit der zu durchmi- 
schenden Flussigkeit gefullt. Femer sind in Fig. 1 zwei 
Mischeinrichtungen 4 gezeigt, die gemaB der in Fig. 1 ge- 
zeigten Ausfuhrungsform fur eine horizontale und vertikale 



Durchmischung sorgen. Zwischen den entsprechenden 
Mischeinrichtungen und dem Substrat konnen noch entspre- 
chende mechanische Koppelelemente 5 vorgesehen sein. 
Fig. 1 zeigt diese jedoch nur als bevorzugten Bestandteil der 
5 erfindungsgemaBen MeBvorrichtung. 

Auch die MeBvorrichtung der zweiten Ausfuhrungsform 
(siehe Fig. 2) enthalt eine auf einem Substrat 11 angeordnete 
Sensoroberflache 12, die wiederum bevorzugt eine Gold- 
oberflache ist. In die mit Flussigkeit gefullte Kuvette 13 ist 
10 ein Ruhrfinger eingetaucht. Dieser Ruhrfinger nach Fig. 2 
ist eine Pipettenspitze 18, die mit einer (nicht gezeigten) 
Pumpe verbunden ist, iiber die Flussigkeit in die Flussig- 
keitsmeBzelle bzw. die Kuvette eingebracht werden kann. 
Durch Bezugszeichen 14 ist eine Mischeinrichtung gekenn- 
1 5 zeichnet, die beispiels weise ein Piezoelement oder ein ande- 
rer Aktor sein kann. Als zweite Mischeinrichtung 16 kann 
neben einem Piezoelement oder einem Aktor auch ein Laut- 
sprecher vorgesehen sein. Auch Fig. 2 zeigt wieder mecha- 
nische Koppelelemente 15 und 17, die jedoch nur bevorzugt 
20 vorhanden sind und eventuell entf alien konnen. 

Fig. 3 zeigt die dritte erfindungsgemaBe Ausfuhrungs- 
form mit einem piezoelektrischen Substrat 21 und der dar- 
auf befindlichen Sensoroberflache (bevorzugt Goldoberfla- 
che) 22. GemaB der Ausfuhrungsform nach Fig. 3 sind 
25 kamrnartige Elektroden 24 vorgesehen, iiber die durch Anle- 
gen von Wechselspannungen akustische Oberflachenwellen 
erzeugt werden. Diese akustischen Oberflachenwellen rufen 
eine Bewegung relativ zu der sich in der Kuvette befindli- 
chen Flussigkeit hervor, wodurch eine oberflachennahe Mi- 
30 schung der Flussigkeit erfolgt. 

Bezugszeichenliste 

Fig. 1 



35 

1 Substrat 

2 Sensoroberflache (Goldoberflache) 

3 Kuvette mit Flussigkeit gefullt 

4 Piezo oder Aktor 

40 5 inechanisches Koppelelement (kann evtl. entfallen) 

Fig. 2 

11 Substrat 
45 12 Sensoroberflache (Goldoberflache) 

13 Kuvette mit Flussigkeit gefullt 

14 Piezo oder Aktor 

15 mechanisches Koppelelement (kann evd. entfallen) 

16 Piezo, Aktor oder Lautsprecher 

50 17 mechanisches Koppelelement (kann evtl. entfallen) 
18 Pipettenspitze mit Pumpe versehen (Pumpe nicht einge- 
zcichnct) 



55 



Fig. 3 

21 piezoelektrisches Substrat 

22 Sensoroberflache (Goldoberflache) 

23 Kuvette mit Flussigkeit gefullt 

24 Elektroden 



60 
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Patentanspriiche 

1. Sensorvorrichtung, die Oberflachenbindungsreak- 
tionen an einer Sensoroberflache als sensorische Reak- 
tionen verwendet, mit einer Einrichtung (4, 18, 24) 
zum grenzflachennahen Mischen einer zu untersuchen- 
den Flussigkeit. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei dieMischein- 
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richtung eine Schalleinrichtung (4, 18) zum Einbringen 
von Schallwellen aufweist, die die Flussigkeit im 
grenzflachennahen Bereich der Sensoroberflache (2, 
12) durchmischt 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, wobei die Schallein- 5 
richtung eine Ultraschalleinrichtung ist. 

4. VorrichLung nach Anspruch 2 oder 3, wobei die 
Schalleinrichtung derart mit der Sensoroberflache ge- 
koppelt ist, daB Schallwellen parallel und/oder senk- 
recht zur Flachennormalen der Sensoroberflache in die 10 
Flussigkeit eingebracht werden. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 2, 3 oder 4, wobei die 
Schallwellen iiberein optisches Element, eines Sensors, 
vorzugsweise eines Oberflachenplasmonenresonanz- 
sensors eingebracht werden. is 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, wobei das optische 
Element ein Prisma ist. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 2, 3 oder 4, wobei die 
Schallwellen liber eine Spitze (18) eingebracht werden. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, wobei die Spitze ein 20 
Pipetten spitze ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 2, 3 oder 4, wobei die 
Schallwellen uber einen Lautsprecher (16) eingebracht 
werden. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 9, 25 
wobei die Einrichtung in der Nahe der Sensoroberfla- 
che (2, 12) angeordnet ist. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 10, 
wobei die Schalleinrichtung ein Schwingquarz ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 10, 30 
wobei die Schalleinrichtung ein piezoelektrisches Ele- 
ment ist. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 12, 
wobei die 

Frequenz des Schalls in einem Bereich von 1 bis 35 
300 kHz liegt 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, wobei die Fre- 
quenz des Schalls 30 kHz betragt. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 14, 
wobei die von der Schalleinrichtung eingebrachten 40 
Leistungen im Bereich von 0,1 bis 10 W liegen. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Misch- 
einrichtung eine Einrichtung (24) zum Erzeugen aku- 
stischer Oberflachenwellen aufweist. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, wobei die Einrich- 45 
tung kammartig ineinandergreifende Elektroden auf- 
weist. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, wobei die Einrich- 
tung in der Nahe der Sensoroberflache (22) angeordnet 
ist. 50 

19. MeBverfahren in einem Sensorsystern, das Ober- 
flachenbindungsreaktionen als sensorische Reaktionen 
verwendet, mit den folgenden Schritten: 

(a) Durchmischen der zu untersuchenden Flus- 
sigkeit; 55 

(b) Durchfuhren der Messung; 

wobei zwischen den Schritten (a) und (b) eine 
vorbestimmte Pause liegt. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei in Schritt (a) 
das Durchmischen mittels Schall oder Ultraschall er- 60 
folgt. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, wobei in Schritt (a) 
das Durchmischen mittels akustischen Oberflachen- 
wellen erfolgt. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 21, 65 
wobei in Schritt (a) die Durchmischung zusatzlich 
durch Ruhren erfolgt. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 21, 



wobei in Schritt (a) das Durchmischen zusatzlich durch 
Ansaugen und AusstoBen von Flussigkeit mittels einer 
Spitze erfolgt. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 21, 
wobei in Schritt (a) das Durchmischen mit einem Mi- 
kro- oder MakrofluBsystem kombiniert ist. 
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(§) Sensorvorrichtung mtt einer Mischeinrichtung 

© Sensorvorrichtung, die Oberflachenbindungsreaktio- 
nen an einer Sensoroberflache als sensorische Reaktion 
verwendet, insbesondere Oberflachenplasmonenreso- 
nanzsensor, mit einer Einrichtung zum Mischen einer zu 
untersuchenden Flussigkeit, dadurch gekennzeichnet, 
dad die Mischeinrichtung (4) eine Einrichtung zum Erzeu- 
gen akustischer Oberflachenwellen zum grenzflachenna- 
hen Mischen der Flussigkeit ist. 
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1 

Beschreibung 



[0001] Die Erfindung bezieht sich auf eine Sensorvorrich- 
tung, die Oberflachenbindungsreaktionen an einer Sensor- 
oberflache als sensorische Reaktionen verwendet, insbeson- 
dere einen Oberflachenplasmonenresonanzsensor, mit einer 
Einrichtung zum Mischen einer zu untersuchenden Flussig- 
keit. 

[0002] Ein derartiger Biosensor, in den eine Kiivette mit 
der zu untersuchenden Flussigkeit eingebracht wird, ist aus 
EP0 781 987 A2 bekannt. Don besteht. die Mischeinrich- 
tung aus einem in die Flussigkeit herabragenden Riihrer, der 
mittels eines elektromagnetischen Motors oder zur Erzie- 
lung hoher Frequenzen mittels einer piezoelektrischen Ein- 
richtung angetrieben wird. Aus den nachfolgend erlauterten 
GrCinden entspricht der erziclte Mischungseffekt jedoch 
nicht den hohen Anforderungen, wie sie bei Biosensoren im 
Interesse der MeBgenauigkeit und hoher Leistung zu stellen 
sind. 

[0003] Es sind verschiedene Verfahren bekannt, eine Flus- 
sigkeit in einem optischen Biosensor an der optischen MeB- 
oberflache anzukoppeln. Ein erstes Verfahren betrifft ein 
Kuvettensystem, in dem eine Kammer oder ein Topf ver- 
wendet wird, bei dem eine Sei ten wand oder der Boden die 
Sensoroberflache bildet. Ein zweites Verfahren betrifft ein 
FluBsystem, bei dem uber FluBkanale die Flussigkeit an der 
MeBoberftache vorbei gepumpt wird. Dabei wird haufig ein 
Flow-Injection- Analysis- Verfahren verwendet, und die 
Flussigkeit wird haufig in einer Fliissigkeitsschleife uber die 
MeBoberftache gefiihrt. Das hiervon bevorzugte System ist 
das Kuvettensystem, die Erfindung findet aber auch Anwen- 
dung bei einem FluBsystem. Ein dritt.es Verfahren verwen- 
det einen faseroptischen Sensor (wie bei spiels weise in der 
DE-A-40 33 741 gezeigt), bei dem eine Glasfaser oder ein 
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gnal mit einer Taktfrequenz von etwa 1 bis 10 Hz gemessen 
wird, ist davon auszugehen, daB ein Raum von mehreren urn 
Hone uber der MeBoberftache moglichst gut in eine Flussig- 
keitsstromverbindung mit dem Rest des Volumens gebracht 
werden muB, um korrekte MeBwerte zu erhalten. 
[0006] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die ein- 
gangs beschriebene Vorrichtung so zu verbessem, daB eine 
Durchmischung im Grenzflachenbereich erzielt wird, die 
genaue Messungen mit hoher Durchsatzleistung ermoglicht. 
[0007] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch ge- 
lost, daB die Mischeinrichtung eine Einrichtung zum Erzeu- 
gen akususcher Oberftachenwellen zum grenzflachennahen 
Mischen der Flussigkeit ist. 

[0008] ZweckmaBige Ausgestaltungen und Weiterbildun- 
gen der erfindungsgemaBen Vorrichtung sowie ein MeBver- 
fahren fiir ihren Einsatz ergeben sich aus den Unteransprii- 
chen. 

[0009] Bei der Losung geht die Erfindung von dem 
Grundgedanken aus, einen Flussigkeitsaustausch bzw. eine 
20 Durchmischung der Flussigkeit in unmittelbarer Nahe der 
Oberflache (d. h. wenige um) zu erzeugen, wozu Schall, ins- 
besondere Ultraschall, zur Durchinischung in die Flussig- 
keit eingebracht wird. 

[0010] Der Schall, insbesondere der Ultraschall, kann da- 
bei auf verschiedene Arten in die Flussigkeit eingekoppelt 
werden. Als Schallquelle kann ein Schwingquarz oder ein 
anderes piezoelektrisches Element, vorgesehen sein. Bei- 
spiels weise werden die Schall- bzw. Ultraschallwellen vor- 
zugsweise direkt an die Sensoroberflache ubertragen. Dabei 
wird eine schallleitende Verbindung zwischen dem Sensor 
und der Schallquelle bereitgestellt. Vorzugsweise wird uber 
ein optisches Element, wie etwa cin Prisma, oder ein ande- 
res zur Messung verwendetes optisches Element in dem 
Sensor der Schall eingekoppelt. Diese Schwingungen wer- 
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anderes optisches Element in den Flussigkeitsstrom oder in 35 den uber das optische Element in die Flussigkeit ubertragen 



die stehende Flussigkeit eingetaucht wird. 
[0004] Optische Biosensoren beruhen in der Regel darauf, 
daB Partikel (Molekiile, Bakterien, Viren, usw.) uber eine 
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung an die optische MeB- 
oberftache gebunden werden, wodurch sich unter anderem 
die optische Schichtdicke eines dunnen Filmes auf der MeB- 
oberflache verandert. Diese Veranderung wird uber ein opti- 
sches Verfahren nachgewiesen. Das optische Signal ist ein 
MaB fur die Bindungsstarke oder die Konzentration der bin- 



und sorgen dort an der Oberflache des Sensors fur eine lo- 
kale Durchmischung. Dabei kann die Schallquelle direkt an 
dem Prisma bzw. direkt an der Sensoroberflache angeordnct 
werden. 

40 [0011] Vorzugsweise sind die Schwingungen in der Flus- 
sigkeit parallel und/oder senkrecht zur Flachennormalen der 
Sensorflache ausgerichtet. 

[0012] Es ist jedoch zu beriicksichligen, daB mechanoop- 
tische und akustooptische Effekte auftreten konnen, welche 



denden Partner. Die Bindung wird in der Nahe der Oberfla- 45 die Durchmischung und die Messung beeinflussen. Schall 



che durch die zur Verfugung stehende Konzentration an bin- 
denden Molekiilen bestimmt. Haben sich aufgrund vorange- 
gangener Bindungsereignisse Molekule oder groBere Parti- 
kel aus der Flussigkeit bereits an die Oberflache gebunden, 
tritt lokal in unmittelbarer Nahe der Oberflache (bis 
1-10 um) eine Verarmung (depletion) oder ein Konzentrati- 
on sgefalle auf, welches die weitere Messung verfalscht. Ins- 
besondere wenn kinetische Phanomene gemessen werden 
sollen, werden also haufig nicht Reaktionsgeschwindigkei- 
ten, sondern die Diffusion gemessen. Beim gewohnlichen 
Mischen mit z. B. Ruhren liegt in der Nahe der Oberflache 
in der Regel ein laminarer Flussigkeitsstrom vor und auf- 
grund von Newton-Reibung findet an der Sensoroberflache 
keine ausreichende Durchmischung mit ubrigem McBvolu- 
men statt. Bei MeBvorrichtungen mit FluBkammern kann 
dieses Problem dadurch gelost werden, daB Flussigkeits- 
strome mit unterschiedlicher Geschwindigkeit iiber die 
Oberflache gefiihrt werden und aus den erhaltenen Daten 
extrapoliert wird, welche Bindungskinetiken auftraten, falls 
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ist beispielsweise geeignet, Oberfiachenplasmonen zu modi- 
fizieren. Deshalb wird bevorzugt, das Mischen mit Schall 
bzw. Ultraschall nur abwechselnd mil der optischen Mes- 
sung durchzufuhren. Dabei wird beispielsweise alle 0,1 sec 
folgende MeBfolge durchgefuhrt: Ultraschallsignal auf die 
MeBflussigkeit einwirken lassen, dieses beenden und an- 
schlieBend nach einer Pause eine optische Messung durch- 
fiihren. Danach findet eine erneute Beschallung mit Ultra- 
schall statt. Beispielsweise kann der Zeitverlauf der Mes- 
sungen folgendermaBen sein: ca. 12 msec fiir die Aufhahme 
der Messung, ca. 10 bis 20 msec Einbringen von Ultraschall 
und eine Pause von bis zu 100 msec. Aus der Summe von 
Mischzeit, Pause und MeBzeit ergibt sich dadurch eine MeB- 
frequenz von beispielsweise 10 Hz. 

[0013] Bei der Wahl der geeigneten Frequenz und Intensi- 
ty des angewandten Ultraschalls sind verschiedene Fakto- 
ren zu beriicksichtigen. Einerseits ist eine hohe Intensitat fur 
eine gute Durchmischung erforderlich, andererseits werden 
bei zu hohen Intensitaten Mikrokavitaten im Wasser gebil- 



ein beliebiger Austausch d. h. optimale Durchmischung mit 65 det, in denen zum einen Radikale gebildet werden konnen 

der MeBflussigkeit erfolgen wiirde. und die zum anderen auch Polymerketten mechanisch zer- 

[0005] In der Regel betragt die Diffusionsgeschwindigkeit reiBen konnen. Je hoher die Frequenz des Schalis ist, desto 

im Volumen weniger als 1 um/sec. Wenn das Oberflachensi- kleiner die Mikrokavitaten und desto starker die Bildung 
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von Radikalen. Sowohl die Radikale als auch die Mikroka- 
vitaten stellen eine Gefahr fur die Polyrnerketten des erfin- 
dungsgemaBen Sensors als auch fur die biologischen Mole- 
kiile dar. Bevorzugt ist deshalb ein Frequenzbereich von 1 
bis 300 kHz, vorzugsweise 30 kHz. Bei dieser Frequenz ha- 5 
ben die Mikrokavitaten einen Durchmesser von ca. 170 urn, 
was mil einem einfachen oplischen Mikroskop gut zu beob- 
achten ist. Sobald Mikrokavitaten sichtbar sind, ist die ein- 
gestellte Intensitat zu hoch. Die eingekoppelten Leistungen 
liegen im Bereich von 0,1 bis 10 W, vorzugsweise 0,5 bis 10 
5 W, am meisten bevorzugt 1 bis 2 W. 
[0014] Zusatzlich zu der Durchmischung mittels Ultra- 
schall kann gleichzeitig eine makroskopische Vermischung 
dafur sorgen, daB Flussigkeit aus dem Gesamtvolumen in 
die Verarmungszone an der Sensoroberflache transportiert 15 
wird. Bevorzugt ist dabei eine Kombination zweier Verfah- 
ren. Dabei gibt es mehrere Moglichkeiten. Ein herkommli- 
ches Mikro- oder MakroftuBsystem kann mit einer Schall- 
bzw. Ultraschalldurchmischung kombiniert werden. Ferner 
ist es moglich, ein klassisches Riihren mit einer schallindu- 20 
zierten Durchmischung zu kombinieren. Ferner kann eine 
Durchmischung durch Ansaugen und AusstoBen von Flus- 
sigkeit mittels einer Spitze mit einer Ultraschalldurchmi- 
schung kombiniert werden. 

[0015] Wird zusatzlich zum Durchmischen ein Ruhrfinger 25 
verwendet, kann dieser in seiner Spitze durch eine handels- 
ubliche Wegwerfspitze aus Kunststoff gebildet werden. 
Diese Spitze kann verwendet werden, urn: 

1. Flussigkeit in die FliissigkeitsmeBzelle zu transpor- 30 
tieren, 

- 2. die Flussigkeit durch Aufsaugen und AusstoBen von 
Flussigkeit zu vermischen und 

3. durch eine mit Piezoelementen verursachte Zitter- 
bewegung eine Durchmischung im Mikromeierbereich 35 
zu erzeugen. 

[0016] Ein und dieselbe Spitze dient dabei also als Trans- 
portgefaB, als Ruhrfinger, wie auch zum Ansaugen und Aus- 
stoBen von Flussigkeit. Die Spitze kann in der x-y-Ebene 40 
und/oder in der z-Richtung bewegt werden. 
[0017] Die erfindungsgemaB verwendeten akustische 
Oberflachenwellen (SAW) konnen bei piezoelektrischen 
Materialien durch Anlegen von Wechselspannungen uber 
z. B. kammartig ausgeformte, ineinandergreifende Elektro- 45 
den erzeugt werden. Die akustischen Oberflachenwellen 
fuhren zu einer Auslenkung der Oberflache in der Ebene der 
Oberflache, wodurch eine Bewegung relativ zu der daruber 
befindlichen Flussigkeit erzeugt wird und dadurch eine 
oberflachennahe Mischung erfolgt. 50 
[0018] Die Erfindung wird nachstehend mit bezug auf die 
Zeichnungen naher erlautcrt. Es zeigen: 
[0019] Fig. 1 eine erfindungsgemaBe Vorrichtung, bei der 
akustische Oberflachenwellen zum Durchmischen verwen- 
det werden, in teilweise geschnittener Seitenansicht und 55 
[0020] Fig. 2 die Vorrichtung nach Fig. 1 in einer Sicht 
von unten. 

[0021] Die MeBvorrichtung nach Fig. 1 weist ein Substrat 
1 mit einer Sensoroberflache 2 auf. Diese Sensoroberflache 
ist bevorzugt eine Goldoberflache. Die Sensoroberflache 2 60 
ist so angeordnet, daB sie sich zwischen dem Substrat 1 und 
einer Kuvette 3 befindet. Diese Kuvette 3 ist mit der zu 
durchmischenden Flussigkeit gefullt. 
[0022] GemaB Fig. 2 ist eine Mischeinrichtung 4 mit 
kammartigen Elektroden 5, 6 vorgesehen, uber die durch 65 
Anlegen von Wechselspannungen akustische Oberflachen- 
wellen erzeugt werden. Diese akustischen Oberflachenwel- 
len rufen eine Bewegung relativ zu der sich in der Kuvette 3 
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befindlichen Flussigkeit hervor, wodurch eine oberflachen- 
nahe Mischung der Flussigkeit erfolgt. 

Patentanspruche 

1. Sensorvorrichtung, die Oberflachenbindungsreak- 
tionen an einer Sensoroberflache als sensorische Reak- 
tion verwendet, insbesondere Oberflachenplasmonen- 
resonanzsensor, mit einer Einrichtung zum Mischen ei- 
ner zu untersuchenden Flussigkeit, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Mischeinrichtung (4) eine Einrich- 
tung zum Erzeugen akustischer Oberflachenwellen 
zum grenzflachennahen Mischen der Flussigkeit ist. 

2. Sensorvorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Oberflachenwellen uber ein opti- 
sches Element der Sensorvorrichtung eingebracht wer- 
den. 

3. Sensorvorrichtung nach Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das optische Element ein Prisma ist. 

4. Sensorvorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet, daB die von der Mischein- 
richtung (4) eingebrachten Leistungen im Bereich von 
0,1 bis 10 W liegen. 

5. Sensorvorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 
4 ? dadurch gekennzeichnet, daB die Einrichtung zum 
Erzeugen akustischer Oberflachenwellen (4) kammar- 
tig ineinandergreifende Elektroden (5, 6) aufweist. 

6. MeBverfahren fur eine Sensorvorrichtung gemaB ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 5, gekennzeichnet durch fol- 
gende Schritte: 

a) Durchmischen der zu untersuchenden Flussig- 
keit mittels der akustischen Oberflachenwellen 
und 

b) Durchfuhrung der Messung, wobei 

c) zwischen den Schritten a) und b) eine vorbe- 
stimmte Pause eingelegt wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB in Schritt a) zusatzlich durch Riihren gemischt 
wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in Schritt a) zusatzlich durch Ansaugen 
und AusstoBen von Flussigkeit mittels einer Spitze ge- 
mischt wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB in Schritt a) das Durchmi- 
schen mit einem Mikro- oder MakrofluBsystem kombi- 
niert wird. 
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